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CR, Complete response 
DAB, Diamino benzidine 
DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole 
DMEM, Dulbecco's modified Eagle medium 
EGF, Epidermal growth factor 
EGFR, Epidermal growth factor receptor 
EPR, Enhanced permeability and retention 
FBS, Fetal bovine serum 
HE, Hematoxylin-eosin 
HER2, Human epidermal growth factor receptor 2 
HIF, Hypoxia inducible factor 
HRP, Horseradish peroxidase 
Hsp70, Heat shock protein 70 
KD, Dissociation constant 
MHC class I, Major histocompatibility complex class I 
MST, Median survival time 
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MT, Masson trichrome 
NF-κB, Nuclear factor-kappa B 
NK cell, Natural killer cell 
Ns, Normal saline 
TGFα, tumor growth factor α 



















めに予後が不良で、5年生存率はおよそ 5%である [1, 2]。膵癌での抗癌治療薬
は 1990年代より、塩酸 Gemcitabineが標準治療薬として投与されているが、生
存期間中央値 (median survival time; MST) は 5.7か月に過ぎず、その効果は不十
分である [3]。そこで近年、既存の低分子薬剤から、新規薬剤として、乳癌や胃
癌に発現している HER2受容体や血管新生の主要シグナルである血管内皮細胞
増殖因子 (Vascular endothelial growth factor; VEGF) 受容体を標的とした
Trastuzumab、Bevacizumab といった分子標的抗体薬 [4, 5] が広く用いられ、そ
の抗腫瘍効果の上乗せが示されている。そこで、膵癌に対しても分子標的抗体
薬が応用されたが、その抗腫瘍効果は不十分であった [6, 7] 。その中で、癌細
胞の増殖・生存に関与し、膵癌細胞において、60-90%で高発現である上皮成長
因子受容体 (Epidermal Growth Factor Receptor; EGFR) は、その発現が膵癌患者の
予後因子であるといわれ [8]、その EGFR を標的とした分子標的抗体薬である








知られている [15]。実際に 0.04 mg/body (自験例は 0.02 mg/body) と 0.25 mg/body
の濃度での全身投与で、Cetuximabの腫瘍集積量はそれぞれ腫瘍 1mgあたり、そ
れぞれ 2 ng、5 ngで、癌細胞の EGFR との結合率は 84%、100%と濃度依存性を
認めていた。更に、腫瘍組織重量での抗腫瘍効果の比較においても、皮下腫瘍




























せ効果は最大 2.1 倍で、まだまだ不十分であった [29]。2に関しては、薬剤の粒
径を 10-200 nm にナノ粒子化する事で、構造的に未熟な腫瘍血管をすり抜け、薬
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剤をより多く癌細胞に集積させる、Enhanced Permeability and Retention effect; 
EPR effect と言われる効果を期待する治療戦略である [30]。しかしながら、EPR 





























に 90分加温する事で、腫瘍組織の血流が 1.5倍になり、更に 24時間後に 42.5℃








瘍効果は最大 3.6 倍にまで上昇したと報告している [42]。つまり、我々が注目し
ている膵癌で薬剤送達を上昇させ、抗腫瘍効果を増強するには、その組織学的
特徴 (hypovascularity 、desmoplastic reaction) からも、温熱療法は非常に効果的
な方法であると言える。 
 更に、マイルド温熱療法の直接的な抗腫瘍効果として、熱誘導タンパク
である Heat shock protein; Hsp 70の発現の増大が報告されている [43]。Hsp70の









いる EGFR に関しても、Hsp70を介しての、EGFR の発現増強や活性化の報告を





腫瘍に対して、放射線治療単独群 (n = 65) と温熱療法併用群 (n = 63) との比較
では、Complete response; CR の割合が、それぞれ 23例 (35%)、39 例 (62%) で
あり、局所制御の点で温熱療法併用の有用性を示した [51]。乳癌でも同様に、
306例の局所進行乳癌に対しての放射線治療単独 (n = 135) と温熱療法併用群 




手術可能な 66例で、術前放射線化学療法単独群 (n = 34) と温熱療法併用群 (n = 
32) で比較し、病理学的 CR であった割合が、それぞれ 2例 (5.9%) と 8例 (25%) 
であった [58]。胃癌では、293例の局所進行癌の検討で、手術単独群 (n = 100)、
術前放射線治療と手術の併用群 (n = 98)、術前放射線治療と温熱療法併用および
手術群 (n = 95)で、5 年生存率の点で、それぞれ 30例 (30%)、43 例 (44%)、48
例 (51%)と温熱療法併用群で優位に予後に寄与する事が示唆された [59]。直腸
癌では、115例の局所進行直腸癌に対して、放射線治療単独群 (n = 59) と温熱







結果が報告されている [61, 62]。In vitro では、ヒト膵癌細胞株 (AsPC-1、
MIAPaCa-2) に対して、塩酸 Gemcitabine単独群と温熱療法併用群を比較し、温
熱療法併用群で優位に細胞数の減少を認め、温熱療法の抗腫瘍効果の上乗せが
示された [43]。更に、臨床研究では 29 例の局所進行膵癌に対して、化学放射線
治療単独群 (n = 9) と温熱療法併用群 (n = 20) で比較し、MST がそれぞれ 9.6
か月、18.6か月で [61]、同様に、60例の局所進行膵癌に対して、放射線化学療





















































Cetuximab はMerck KGaA (Germany)より購入した。 実験に使用した
Cetuximab は生理食塩水 (0.9%NaCl) で希釈し、最終濃度 1.0 mg/kg で使用した。 
投与量の決定に関しては、温熱付加での抗腫瘍効果の上乗せに期待し、Cetuximab







が中等度陽性で、MIAPaCa-2が強陽性であった [10, 63, 67] (Figure 1)。 
3種類のヒト膵癌細胞株 (Capan-1 [HTB-79], BxPC-3 [CRL-1687]) は
ATCC 細胞バンク (VA, USA) より、MIAPaCa-2 (JCRB0070) は JCRB細胞バン
ク (大阪) より購入した。 
Capan-1、BxPC-3は RPMI1640 (Sigma-Aldrich, MO, USA) に 10% fetal 
bovine serum (FBS) を添加した培地で、MIAPaCa-2は Dulbecco’s Modified Eagle 




3種類のヒト膵癌細胞株は 8週齢、雌性ヌードマウス (BALB/cA, CLEA 
Japan, 東京) の右後ろ脚、大腿部に5×106個の細胞を皮下に注入して作成した。
腫瘍径を計測し、腫瘍体積 (V) を、V = πab2/6 (a: 最大径, b: 最小径) で算出し、




















脚大腿部を剃毛し、5 mm 長の皮膚切開後、皮下を剥離し、組織片を 3片移植し

















ン (HE) 染色、組織中の間質像の評価はマッソントリクーロム (Masson 
trichrome ; MT) 染色で評価した。 
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EGFR 発現の免疫染色法は、パラフィン切片を Tris-EDTA Buffer (pH9.0) 
に浸透後、オートクレーブ (121℃、10 分) で抗原の賦活化を行い、0.03% 
hydrogen-peroxidaseで 15分間内因性ペルオキシダーゼブロックを行った。1次
抗体は、rabbit anti-human EGFR Ab (D38B1, Cell Signaling Technology, Japan) を使
用し、反応条件は濃度 100倍、室温 1時間で反応させた。Envision+HRP (DAKO, 
Glostrup, Denmark) で発色させた後にヘマトキシリン染色を行った。発現の評価
方法に関しては過去の報告に従い、評価した [74, 75]。 
Hsp70発現確認の免疫染色および腫瘍血管内皮細胞数の確認目的の
CD31の免疫染色に関しても、EGFR の同様の手順で行った。使用した 1次抗体
は、rabbit anti-human Hsp70 Ab (4872, Cell Signaling Technology, Japan)、rabbit 
anti-mouse CD31 Ab (LS-B1932, LifeSpan BioSciences, WA, USA) で 1次抗体の反
応条件は両者ともに 200倍希釈、室温 1時間で染色を行った。それぞれの免疫
染色における positive control は、Hsp70 が 41℃の温熱刺激を加えたマウス表皮、
CD31がマウス正常肝臓とした [66, 76]。 
 Cetuximab の免疫染色法に関しては、腫瘍に集積した Cetuximab を 1次
抗体と見なし、免疫染色を行った。当初は腫瘍に集積した Cetuximab を器質剤 
(DAB) にて染色を行っていたが、この方法では Cetuximab の腫瘍集積量を定量
する事が困難であると判断し、蛍光標識物質 (Alexa488) での染色法を検討した。
パラフィン切片を tris-EDTA Buffer (pH9.0) に浸透後、オートクレーブ (121℃、
10分) で抗原の賦活化を行い、0.03% hydrogen-peroxidaseで 30分間内因性ペル
オキシダーゼブロックを行い、更に、biotin-blocking system (X0590, Dako Japan, 
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Tokyo, Japan) にて内因性ビオチンブロックを行った。1次抗体は、horseradish 
peroxidase (HRP) conjugated polyclonal rabbit anti-human IgG Ab (P0214, DAKO, 
Glostrup, Denmark) で、反応条件は 4℃、24 時間とした。更に増感剤として TSA 
amplification system (1723749, PerkinElmer, Inc. USA) を 50倍希釈、室温 10分で
反応させ、2次抗体として streptavidin conjugated Alexa488 (S11223, Life 
Technologies, Grand Island, NY, USA) を 500 倍希釈、室温 30 分で反応させ、最後
に Slow Fade Gold antifade reagent with DAPI (S36938, Life Technologies, Grand 
Island, NY, USA)で核の染色を行った。 
 
4-6. Cetuximab定量方法 
 顕微鏡 (KEYENCE BZ-9000®、大阪) の解析ツールを使用し、200倍視
野の組織学的所見で、島状もしくは腺管状の癌細胞のみを手動で抽出し、間質
の領域は除外した。1切片あたり 10カ所を抽出し、同様の操作を n = 4に対して、
各群それぞれ行った。癌細胞の数は同様の操作で、DAPIの数を計測する事で算
出した。蛍光標識抗体 (Alexa488) の蛍光輝度の総数と癌細胞個数を顕微鏡 
(KEYENCE BZ-9000
®、大阪) で算出し、癌細胞 1細胞あたりに集積した








した。皮下腫瘍体積が 70 mm3に到達した時点を実験開始とした。Cetuximab (1 
mg/kg) を尾静脈より静注し、投与直後より温浴槽にて皮下腫瘍を含めた両下肢
の 30分加温を 1 コースとした。治療プロトコールは、Cetuximab の動物実験の
プロトコールに従い [15, 64]、3日毎に計 10回尾静脈より投与し、静注直後に
30分の加温を行った。温度設定は室温である 25℃と、膵癌を初め、腹腔内臓器
の温度帯である 37℃、そして一般的に温熱療法で使用されている温度の 41℃の
3群を設定した (Cetuximab [Cmab] + 25, Cmab + 37, Cmab + 41) [40, 77]。
Cetuximabのコントロールは生理食塩水 (Normal saline; Ns, 0.9%NaCl) とした 
(Ns + 25, Ns + 37, Ns + 41)。各群の数の設定は n = 4とした。 
 
4-7-2. 薬剤の腫瘍集積量の評価 
皮下腫瘍体積が 70 mm3に到達した時点を実験開始とした。Cetuximab (1 
mg/kg) を尾静脈より静注し、投与直後より温浴槽にて皮下腫瘍を含めた両下肢
を 30分加温した。24時間後に、頸椎脱臼によりマウスを安楽死させて腫瘍を採
取し、病理組織学的評価を行った。温度設定は実験 4-7-1. と同様に設定した 





4-7-3. 温熱刺激での Hsp70、EGFRの発現の評価 
 温熱刺激自体での、Hsp70、更に EGFR の発現解析の為、実験 3-7-1. に
おいて抗腫瘍効果が最大であった Capan-1群を選択し、マウス皮下腫瘍に対して、
温熱刺激のみを行い、それぞれの発現増大の有無を免疫染色法で確認した。皮
下腫瘍モデル (n = 4)、加温方法は実験 4-7-1. と同様の手順とした。加温後 24
時間後に腫瘍を摘出し、抗 Hsp70抗体、抗 EGFR 抗体で、それぞれ免疫染色を




目し、実験 4-7-1. における Capan-1群 (Ns+25, Ns+37, Ns+41, Cmab+25, Cmab+37, 
Cmab+41) の検体を使用した (各 n = 4)。腫瘍血管内皮細胞数の計測は、
Microvessel density法に準拠し、免疫染色法で、CD31陽性細胞で囲まれた血管数
を計測した [78]。更に、計測方法は腫瘍の壊死領域を除外し、腫瘍中心部と辺






統計解析は SPSS-II for Windowsソフトウェア (SPSS Inc, IL, USA)を用い
て行い、数値は平均で示した。F検定で母分散を検定した後に、2群間の比較は
Student の t 検定、多群間の比較は Turkey-Kramer検定を施行した。p値 < 0.05




















療開始後 30日目) の時点で、Cmab + 25 群 (470±122 mm3) と比較して、Cmab + 
37群 (189±114 mm3)、Cmab + 41 群 (121±155 mm3) で、腫瘍体積の抑制効果
を認めた (p < 0.05)。同様に、Capan-1 群で皮下移植後 40 日目 (治療開始後 30
日目) の時点で、Cmab + 25 群 (1070±10 mm3) と比較して、Cmab + 37 群 (789
±18 mm3)、Cmab + 41 群 (421±7 mm3) で、更に Cmab + 37群 (789±18 mm3) と
Cmab + 41 群 (421±7 mm3) の間に、それぞれ腫瘍体積の抑制効果を認めた (p < 
0.05)。更に同様に、Ope-xenograft群においても、皮下移植後 71日目 (治療開始
後 43日目) の時点で、Cmab + 25 群 (778±19 mm3) と比較して、Cmab + 41 群 
(565±60 mm3) で、更に Cmab + 37 群 (823±19 mm3) と Cmab + 41 (565±60 
mm
3
) の群の間で、腫瘍体積の抑制効果を認めた (p < 0.05)。MIAPaCa-2群に関
しては、皮下移植後 50日目 (治療開始後 27日目) の時点で、Cmab + 25 群 (123
±15 mm3) と比較して、Cmab + 37群 (109±18 mm3)、Cmab + 41 (151±5 mm3) の
群で、温熱付加での腫瘍体積の抑制効果を認めなかった。Ns 群は、いずれの細






蛍光強度の増強を認めた (Figure 5AB)。BxPC-3、Capan-1、Ope-xenograft 群で、
25℃、37℃、41℃でのそれぞれの Alexa488 輝度値は、BxPC-3 群が 1063±630、
2980±719、3015±408で、Capan-1群は 760±378、1881±435、3615±317で、
更に、Ope-xenograft 群では 461±268、1469±236、1922±870 で、BxPC-3群お
よび Ope-xenograft 群では、25℃に対して 37℃、41℃で、Capan-1 群では、25℃
に対して 37℃と 41℃、および 37℃と 41℃の間で、温熱付加による Cetuximab
の腫瘍集積量の増加を認めた (p < 0.05)。MIAPaCa-2 群においては、25℃、37℃、
41℃での、それぞれの Alexa488 輝度値は、1632±480、1921±424、1949±345
で、薬剤単独で既に腫瘍集積量は高値であり、温熱付加での Cetuximab の腫瘍集
積量の増大は認めなかった (Figure 6)。 
 
5-3. 温熱刺激での Hsp70、EGFRの発現の評価 








 Capan-1群での血管数は、Ns+25 群 (137±17 個) と比較して、Cmab + 41 
(102±20個) であり、腫瘍血管数の減少を認めた (p < 0.05)。Ns+37 群 (152±11
個)、Ns+41群 (153±5個)、Cmab + 25 群 (124±27個)、Cmab + 37 群 (132±24






































十分量の Cetuximab が腫瘍に集積し、更に標的である EGFR を飽和させる量の
Cetuximabが反応したと言える。なぜなら、当初は通常量の Cetuximab 濃度 (5.0 
mg/kg) で薬剤の集積量を予備検討したところ、MIAPaCa-2 では Cetuximabの腫
瘍集積量が温熱付加の有無に関わらず、他の細胞株と比較しても高値であった











薬剤送達能を有する Ope-xenograft に対しても、温熱付加で、Cetuximab の腫瘍

































する温度や pH値によって変動する事が知られている [85, 86]。実際、1956年に
報告された、Berson と Yalowによる免疫学的測定法における抗原抗体反応と反
応温度についての検証では、インスリンとその標的抗体との結合時間は、4℃の




と EGFR の反応速度が促進されたと推測できる。 
癌細胞膜に発現している EGFR と分子標的抗体薬である Cetuximabの反
応においても同様で、Cetuximabの KD値は、2.3 nM といわれ、EGFR に結合可
能な EGF、TGFαといった内因性リガンドと比較し、EGFR に対して 5から 10
















増強した Hsp70が、EGFR の発現増強に寄与した可能性が示唆されたと言える。 
自験例では、温熱付加と腫瘍増殖に正の相関を認めなかったが、Hsp70、
更には EGFR の発現増強の結果から、温熱刺激と癌の増殖に関しては、今後も
注意深い検討が必要であると言える [47, 50]。 
 
6-5. 膵癌と EGFRシグナルの関係 






めなかった報告も認める [93, 95]。そのため、膵癌に関しては、K-RAS 変異によ
る薬剤耐性の機序は不明のままである。自験例では、MIAPaCa-2、Capan-1、


































































































































A: BxPC-3での Alexa488 蛍光免疫染色 
顕微鏡 (KEYENCE BZ-9000®、大阪) の解析ツールを使用し、200倍視野の組織
学的所見で、間質の領域は除外するように、島状もしくは腺管状の癌細胞のみ
を手動で抽出し (点線部)。1切片あたり 10カ所を抽出し、同様の操作を n = 4
に対して、各群それぞれ行った。 
 











MIAPaCa-2群では、皮下移植後 50日目 (治療開始後 27日目) の時点で、Cmab + 
25群 (123±15 mm3) と比較して、Cmab + 37 群 (109±18 mm3)、Cmab + 41 (151
±5 mm3) の群で、温熱付加での腫瘍体積の抑制効果を認めなかった。Ns 群は、
いずれの細胞株群においても、温熱付加で腫瘍体積の増減を認めなかった。一
方、BxPC-3群では、皮下移植後 40日目 (治療開始後 30日目) の時点で、Cmab 
+ 25群 (470±122 mm3) と比較して、Cmab + 37 群 (189±114 mm3)、Cmab + 41 
(121±155 mm3) の群で、腫瘍体積の抑制効果を認めた (p < 0.05)。 
 
Abbreviations: Cmab, Cetuximab; Ns, Normal saline 











Capan-1群で皮下移植後 40日目 (治療開始後 30日目) の時点で、Cmab + 25 群 
(1070±10 mm3) と比較して、Cmab + 37 群 (789±18 mm3)、Cmab + 41 (421±7 
mm
3
) の群で、それぞれ腫瘍体積の抑制効果を認めた (p < 0.05)。更に、Cmab + 37
群 (789±18 mm3) と Cmab + 41 (421±7 mm3) の群の間にも、腫瘍体積の抑制効
果を認めた (p < 0.05)。同様に、Ope-xenograft群においても、皮下移植後 71日
目 (治療開始後 43 日目) の時点で、Cmab + 25 群 (778±19 mm3) と Cmab + 41 
(565±60 mm3) の群の間で、更に、Cmab + 37群  (823±19 mm3) とCmab + 41 (565
±60 mm3) の群との間で、それぞれ腫瘍体積の抑制効果を認めた (p < 0.05)。 
 
Abbreviations: Cmab, Cetuximab; Ns, Normal saline 
* ; p < 0.05 versus Cmab + 25 group 





























Capan-1 (上段)、Ope-xenograft (下段) 群での Alexa488と DAPI の蛍光免疫染色 
Capan-1, Ope-xenograft の群では、ともに癌細胞は腺管状の構造を有していた。

















各グループでの、温度変化による Cetuximab の腫瘍集積量の比較 
BxPC-3、Capan-1, Ope-xenograftの群では、25℃、37℃、41℃でのそれぞれの
Alexa488 輝度値は、BxPC-3群が 1063±630、2980±719、3015±408 で、Capan-1
群は 760±378、1881±435、3615±317 で、更に Ope-xenograft 群では 461±268、
1469±236、1922±870 で、25℃に対して 37℃と 41℃の間に、温熱付加による
Cetuximabの腫瘍集積量の増加を認めた。更に、Capan-1群では、37℃と 41℃の
間においても、温熱付加による Cetuximab の腫瘍集積量の増加を認めた。 
MIAPaCa-2 群においては、25℃、37℃、41℃での、それぞれの Alexa488 輝度値
は、1632±480、1921±424、1949±345 で、薬剤単独で既に腫瘍集積量は高値であ
り、温熱付加での Cetuximab の腫瘍集積量の増大は認めなかった。 
 
Abbreviations: Cmab, Cetuximab 
* ; p < 0.05 versus Cmab + 25 group 






























































Capan-1群での血管数は、Ns+25群 (137±17 個) と比較して、Cmab + 41 (102±20
個) で、腫瘍血管数の減少を認めた (p < 0.05)。Ns+37群 (152±11 個)、Ns+41群 
(153±5個)、Cmab + 25 群 (124±27個)、Cmab + 37 群 (132±24 個) に関しては差
を認めなかった。 
 
Abbreviations: Cmab, Cetuximab; Ns, Normal saline 
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